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( WO9805766A) Process for amplification of a target nucleic acid sequence 
comprising at least 1 oligonucleotide primer, specific for the target sequence, at least 
1 enzymatic activity and nucleotides, is carried out under conditions suitable for the 
enzymatic activity, by amplifying the target sequence in which at least 1 of the 
nucleotides is a pre-functionalised nucleotide that differs from the other nucleotides 
by the presence of at least 1 unprotected covalent reactive function situated at a 
predetermined site on the nucleotide base and giving a pre-functionalised 
amplification product that is at least 1 such pre-functionalised nucleotide. 
Also claimed are nucleotide analogues of formula (I) useful for carrying out the 
amplification process described above. 
B = a nucleic base; 
Z = a linking chain; 
n = 0 or 1 ; 

X = a covalent reactive function fixed on at least one site of the nucleic base B; 
R1 = H or OH; 

R2 = H, OH, a mono-, di- or tri-phosphate, or a protecting group, and 

R3 = H, a protecting group, or a mono- di- or tri-phosphate. 

Advantage - This amplification method does not affect the incorporation of 

nucleotides and hence does not influence to any significant extent the yield or 

sensitivity in a target amplification process and so allows excellent marking of the 

amplified products and does not cause marker instability experienced by earlier 

techniques. 
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(54) TiUe: TARGET NUCLEIC ACID SEQUENCE AMPLIFICATION METHOD 

(54) Tltrc: PROCEDE D ■ AMPLIFICATION D UNE SEQUENCE D UN ACIDE NUCLEIQUE CIBLE 



(57) Abstract 

A target nucleic acid sequence amplification method wherein at least the target nucleic acid sequence, at least one oligonucleotide 
primer specific for the target sequence, one or more enzymatic activities and nucleotides are provided, and the target sequence is amplified 
under conditions suitable in particular for said enzymatic or activity or activities, is disclosed. According to the method, at least one of 
the nucleotides is a prefunctionalised nucleotide that differs from the other nucleotides at least in that it includes at least one unprotected 
reactive covalence function in at least one predetermined site of the base of said nucleotide, in order to give a prefunctionalised amplification 
product including at least one such prefunctionalised nucleotide. Nucleotides for carrying out the method are also disclosed. 



(57) Abrege- 

L'invention conceme un proceed d 'amplification d'une sequence d'un acide nucteique cible, selon lequel: on dispose au moins: de la 
sequence d'un acide nucteique cible, d'au moins unc amorce oligonucleotidique specifique de la sequence cible, d*une ou plusieurs activites 
enzymatiques, de nucleotides; on amplifie, dans des conditions adaptees notamment a Tactivit6 ou les activites enzymatiques, la sequence 
cible, selon lequel au moins un des nucleotides est un nucleotide pr6fonctionnalis6, different des autres nucleotides au moins par la presence 
d'au moins une fonction reactive de covalence, non protegee, disposee en au moins un site predetermine* de la base dudit nucleotide, pour 
obtenir un produit d'amplification pre'fonctionnalise' comprenant au moins undit nucleotide prdfonctionnalise*. L'invention conceme aussi 
des nucleotides pour mettre en oeuvre ce p roc 6d6. 
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Procede d 1 amplification d'une sequence d'un acide nucleique 

cible 

La presente invention concerne un procede 
d» amplification d'une sequence d'un acide nucleique cible. 
5 On connalt selon le document EP-A-0 285 057, un 

proc£d£ de traitement d'un nucleotide consistant a introduire 
sur l'un des elements constitutifs dudit nucleotide, a savoir le 
sucre, la base purique ou pyrimidique, et les groupements 
phosphate, un groupement fonctionnel ayant diverses utilisations 

10 et notamment celles de marquage. Le nucleotide ainsi traite 
obtenu pourrait Stre incorpor£ dans un polynucleotide, notamment 
sous la forme double-brin sans que la double helice ne soit 
destabilisee par la presence de ce nucleotide. 

Toutefois dans ce cas, les groupements fonctionnels 

15 fixes sur le nucleotide selon cet art anterieur pr6sentent 
diff brents phenomenes tels que par exemple 1 • encombrement 
sterique, des interactions hydrophobes ou des phenomenes de 
complexation, qui empechent la reconnaissance du polynucleotide 
ayant incorpor£ ledit nucleotide traite, par la plupart des 

20 enzymes, qui reconnaitraient le polynucleotide correspondant , 
dans lequel ledit nucleotide traite n'a pas £te incorpor§. 

Conformement a la presente invention, on apporte un 
procede d 1 amplification qui pallie les inconvenients 
precedemment cit6s et qui notamment ne perturbe pas 

25 1 ' incorporation des nucleotides et en consequence n' influence 
pas de maniere significative le rendement et/ou la sensibilite 
dans une reaction d' amplification de cible et qui de plus permet 
d'obtenir un excellent marquage des produits d' amplification en 
evitant des phenomenes d' instability du marqueur lies a une 

3 0 incorporation prealable de ce dernier. 

Ainsi, la presente invention a pour objet un procede 
d' amplification d'une sequence d'un acide nucleique cible, selon 
lequel : 

- on dispose au moins : de la sequence d'un acide 
3 5 nucleique cible, d'au moins une amorce oligonucleot idique 
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specif ique de la sequence cible, d 1 une ou plusieurs activites 
enzymatiques, de nucleotides, 

- on amplifie, dans des conditions adaptees notamment 
a 1* activity ou les activites enzymat iques , la sequence cible, 

5 proc6d£ selon lequel au moins un des nucleotides est 

un nucleotide pref onct ionnalise , differant des autres 
nucleotides au moins par la presence d * au moins une fonction 
reactive de covalence, non protegee, disposee en au moins un 
site predetermine de la base dudit nucleotide, pour obtenir un 
10 produit d' amplification prefonct ionnalise comprenant au moins 
undit nucleotide pref onctionnalise . 

Selon un procede avantageux de 1' invention il comprend 
en outre les etapes suivantes : 

- on dispose d'un react if comprenant une fonction 
15 anti-reactive de covalence, specif ique de la fonction reactive 

du nucleotide pref onctionnalise , et un groupement fonctionnel, 
et 

- on fait reagir, directement ou indirectement , le 
produit d» amplification pref onctionnalise , avec le react if , pour 

20 obtenir un produit d ' amplification f onct ionnal ise . 

Avant d'exposer 1' invention de maniere detaillee, 
certains termes employes dans la presence description sont ci- 
apres definis. 

Par nucleotide selon 1' invention, on entend un 
2 5 monomere nucleotidique naturel ou modi fie tel que defini ci- 
dessous . 

Ainsi, le monomere nucleotidique peut etre un 
nucleotide naturel d'acide nucleique dont les elements 
constitutifs sont un sucre , un groupement phosphate et; une base 

30 azotee; dans 1 • ARN le sucre est le ribose, dans 1 "ADN le sucre 
est le 2 '-desoxy- ribose; selon qu'il s'agit de 1 ' ADN ou l'ARN, 
la base azotee est choisie parmi L • adenine , la guanine, 
l'uracile, la cytosine, la thymine; ou un nucleotide modifie 
dans l'un au moins des trois elements constitutifs ; a titre 

35 d'exemple, la modification peut intervenir au niveau des bases, 
generant des produits modifies telles que l'inosine, la methyl- 
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5-d6soxycytidine, la d£soxyuridine , la dimethylamino-5- 
desoxyuridine , la diamino-2 , 6 -purine, la bromo- 5 -desoxyuridine 
et toute autre base modifi£e permettant 1 • hybridation, au niveau 
du sucre, a savoir par exemple le remplacement d'au moins un 
5 d£soxyribose par un analogue (exemple: P.E. Nielsen et al, 
Science, 254, 1497-1500 (1991)), au niveau du groupement 
phosphate par exemple des d£riv£s boronates, alkylphosphonates 
ou phosphorothioates . 

Par groupement protecteur, on entend les groupements 

10 utilises de maniere classique dans la synthese chimique de 
nucleosides, nucleotides et oligonucleotides (voir par exemple: 
Chemistry of Nucleosides and Nucleotides, Edited by Leroy B. 
Townsend, Plenum Press, New York and London et Protocols for 
Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties, Edited 

15 by Sudhir Agrawal , Humana Press, Totowa, New Jersey) . 

Un groupe fonctionnel de marquage de 1' invention est 
une molecule susceptible de generer directement ou indirectement 
un signal detectable. II est notamment choisi parmi les isotopes 
radioactifs, des enzymes notamment choisies parmi la peroxydase, 

20 la phosphatase alcaline, la b-galactosidase , et celles 
susceptibles d'hydrolyser un substrat chromogene, fluorigene ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , chromogenes , 
f luorophores , fluorigenes ou luminescents , des analogues de 
bases nucl£otidiques , et des ligands tels que la biotine. 

2 5 Dans le cas o\i le marqueur ne peut generer directement 

un signal, par exemple, quand celui-ci est une enzyme, il est 
n£cessaire d' a j outer un revelateur, par exemple un substrat 
correspondant a l'enzyme, la reaction enzyme/substrat gen§rant 
un complexe detectable, par exemple un compose chromogene ou 
30 luminescent. A titre d« exemple, le reactif revelateur peut £tre 
1 • ortho-phenylene-diamine, la 4 -methyl -umbellif §ryl -phosphate . 

La fonction reactive de covalence du . nucleotide 
pref onctionnalis^ et la fonction ant i - react ive du reactif, sont 
respect ivement des fonctions chimiques organiques elec trophi les 

3 5 et nucleophiles , ou inversement. 
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La fonction chimique organique electrophile est 
avantageusement choisie parmi les fonctions aldehyde, ester 
active, acide carboxylique, isothiocyanate , derives haloacyles 
et chlorure de sulfonyle. 
5 La fonction chimique organique nucleophile est 

avantageusement choisie parmi les fonctions amine, thiol, 
oxyamine, hydrazine et hydrazide, de preference c'est la 
fonction alkoxyamine. 

Selon une variante de 1* invention, la fonction 
10 reactive de covalence du nucleotide modifie est greffee sur la 
base par 1 1 intermediaire d'un bras de couplage et/ou la fonction 
anti-reactive de covalence du reactif est greffee sur le 
groupement fonctionnel par 1 ' intermediaire d'un bras de 
couplage . 

15 Le bras de couplage est notamment choisi parmi les 

chaines hydro ca rbone es , saturees ou insaturees, eventuellement 
interrompues par des fonctions amine, amide et oxy. 

Selon un procede pref erent iel , la fonct ion - reactive de 
covalence est la fonction oxyamine, la fonction anti -reactive de 
2 0 covalence du reactif est la fonction aldehyde, et cette derniere 
est li6e a un groupement fonctionnel de marquage tel qu'un 
groupement fluorescent ou luminescent . 

Avantageusement la fonction aldehyde est li6e au 
groupement fonctionnel par le bras de couplage -NH-CS-NH- {CH 2 > 3 " 

25 et le groupement fonctionnel du reactif est la f luoresceine . 

Le produit nucleotidique pref onct ionnalise peut 
comprendre une ou plusieurs fonctions react ives de covalence, 
identiques ou differentes, introduites par un ou plusieurs 
nucleotides- Lesdites fonctions reactives de covalence peuvent 

30 reagir avec un ou plusieurs reactif s, identiques ou differents, 
de maniere simultanee ou sequentielle La detection des 
groupements fonctionnels de marquage du produit fonct ionnal ise 
peut etre simultanee ou sequentielle. 

II est entendu que ce procede de marquage peut etre 

35 applique a un ou plusieurs produits nucleot idiques 
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pr£fonctionnalises, notamment pour differencier des produits 
pref onctionnalises issus de cibles differentes. 

Le produit d 1 amplification f onct ionnalise marque peut 
§tre detect^ qualitativement et/ou quantitativement en phase 
5 homogene ou heterogene. 

En phase homogene, le reactif et le produit 
nucleotidique pref onctionnalise interagissent dans le m§me 
milieu liquide. En phase heterogene, le produit 
pr§f onctionnalise peut etre traite avec le reactif avant ou 

10 apres capture sur un support solide, c'est a dire directement ou 
indirectement . La capture sur le support solide peut etre 
realisee par des moyens connus , tels que 1 ' adsorption , la 
covalence, notamment en utilisant des f onct ions ant i - react ives 
de covalence disponibles a la surface du support solide ou par 

15 hybridation avec un compose polynucl£otidique . 

Le support solide, sous toutes formes appropri§es 
telles que tube, cdne, puits, plaque de microt itration, feuille, 
puce ou polymere soluble, est choisi parmi les polystyrenes, les 
copolymeres styrene-butadiene , les copolymeres styrene-butadiene 

20 en melange avec des polystyrenes, des polypropylenes , des 
polycarbonates, des copolymeres polystyrene-acryloni trile , des 
copolymeres styrene-methylmethacrylate de methyle, parmi les 
fibres synthetiques et naturelles, parmi les polysaccharides et 
les derives de la cellulose, le verre, le silicium et leurs 

25 derives. 

Selon des variantes pref erent ielles du procede de 
1 1 invention, 

- la sequence d*acide nucleique cible est une sequence 
d'ADN ou d'ARN, et les activites enzymatiques comprennent les 

3 0 activites ADN polymerase ARN- et/ou ADN- dependant es , 

- les activites enzymatiques peuvent en outre 
comprendre l'activite ribonuclease H et l'activite ARN 
polymerase ADN- dependant e , pour amplifier la sequence d'acide 
nucleique cible selon une suite de reactions de transcription 

35 inverse, de transcription et de digestion. 
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Les activites enzymatiques ribonuclease H et ADN 
polymerase peuvent etre apportees par une seule enzyme ou bien 
chacune par une enzyme differente. 

A titre d'exemple, le procede de 1' invention peut etre 
utilise pour 1 ' amplification d'un acide nucleique cible dans un 
echantillon selon des techniques bien connues de l'homme de 
l'art, telles que la PCR (Polymerase Chain Reaction), la RT-PCR 
(Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) , la TMA 
(Transcription Mediated Amplification) ou la technique NASBA 
(Nucleic Acid Sequence Based Amplification) , ou toute autre 
technique d 1 amplification enzymatique . 

L • invention concerne egalement un analogue de 
nucleotide ou un nucleotide, pret onct ionnal ise , susceptible 
d'etre soumis a un traitement enzymatique. 

Par traitement enzymatique d'un analogue de nucleotide 
ou d'un nucleotide, on inclut toutes lcs reactions, in vivo ou 
in vitro, au cours desquelles intervient au moins une enzyme 
dont 1 'activity est liee a un nucleotide. Ainsi on comprend 
toutes reactions comprenant au moins une etape enzymatique dans 
0 laquelle un nucleotide sert de substrat a i'enzyme, que ledit 
nucleotide soit transforme ou non au cours de cette 6tape 
enzymatique ; a titre d'exemple de telles reactions sont 
choisies parmi celles utilisees dans les techniques de biologie 
moieculaire telles que la transcription, la ligation, 
5 1 'elongation, la coupure, et plus part icul ierement dans les 
techniques d 1 amplification, ( WINN- DEEN , Journal of Clinical 
Assay, vol 19, p21-26 (1996) . 

Ainsi les enzymes dont les activites sont liees a des 
nucleotides peuvent en particulier etre select ionnees dans la 
0 liste non exhaustive suivante les ADN polymerases ADN 

dependantes telles que le fragment de Klenow de l'ADN polymerase 
I de E. coli, la Taq polymerase, les T7 , T4 ou T5 ADN 
polymerases, les polymerases eucaryotes cellulaires ou virales 
a, b, g ; les ADN polymerases ARN dependantes telles que les 
5 polymerases de AMV (Avian Myoblastosis Virus), de MMLV (Moloney 
Murine Leukemia Virus) ; les ARN polymerases telles que les T7 , 
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T3, SP6, N4, PBSII ARN polymerases, l'ARN polymerase de E. coli 
,- les enzymes a activity nucleasique telles que les 
endonucleases de restriction, la RNAse H ; ou encore les polyA 
polymerases, les replicases, telle que la Q-b£ta-replicase , les 
terminal transferases, ou les ligases. 

Selon un mode prefere, on choisira pour 1 ' application 
du proc^de de 1' invention la technique TMA pour 1 ' amplification 
d'une sequence d'acide nucleique cible ARN ou 1 ' amplification 
d'une sequence d'acide nucleique cible ADN apres une etape de 
transcription inverse, ladite technique etant decrite dans la 
demande internationale WO 91/01384 incorporee a titre de 
reference. 

Un analogue de nucleotide, pref onct ionnalise selon 
1' invention repond a la formule generale (I) 




dans laquelle 

B represente une base nucleique, 
Z represente un bras de couplage, 
n est un entier egal a 0 ou l , 

X represente une fonction reactive de covalence fixee 
sur au moins un site de la base nucleique B, 
R 1 represente H ou OH, 

R 2 represente H, OH, un groupement mono- di - ou tri- 
phosphate, ou un groupement O-R dans lequel R represente un 
groupement protecteur , 

R 3 represente H, un groupement protecteur, ou un 
groupement mono-, di- ou tri -phosphate . 
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De preference, R 1 et R 2 repr^sentent chacun 
independamment l'un de 1' autre H, OH et R3 represent e un 
groupement mono-, di - ou tri -phosphate . 

Un nucleotide pref onctionnalise de 1 1 invention est 
5 choisi parmi les nucleotides suivants : 

- un nucleotide dont la base nucleique est derivee de la 
cytosine et comporte, au moins sur la fonction aminee en 
position 4 du cycle pyrimidique r au moins une fonction reactive 
de covalence nucieophile, non protegee, et n ■ inf luencant pas, de 
10 maniere significative, le traitement enzymatique dudit 
nucleotide, la fonction reactive de covalence etant choisie 
parmi les fonctions nh 2 , 0-NH2, SH, hydrazine et hydrazide et la 
fonction reactive de covalence est li£e a ladite fonction aminee 

en position 4 du cycle pyrimidique par un bras de couplage 
15 choisi parmi {-CH 2 -)n 1# {-0-CH 2 -)n 1 dans lequel n 1 est un 
entier compris entre 1 et 12 ; ( -CH 2 -0-CH 2 - ) n 2 , ( -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 - 
CH 2 -)n 2 , (-CH 2 _CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -)n 2 , ( -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 - ) n 2 , 
dans lequel n 2 est un entier compris entre 1 et 6 ; et -NH-CH 2 - 
0-CH 2 -CH 2 . Avantageusement , la fonction reactive de covalence 

20 est liee a ladite fonction aminee par 1 1 intermediaire d'un bras 
de couplage choisi parmi -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -CH 2 - , -CH 2 - 
CH 2 -CH 2 -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 _., - CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 - , - 
CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -, et NH-CH 2 -O- CH 2 -CH 2 . 

- un nucleotide dont la base est derivee de l'uracile 
25 et comporte au moins sur la position 5 du cycle pyrimidique, au 

moins une fonction reactive de covalence nucieophile, non 

protegee, et n ' inf luencant pas, de maniere significative, le 

traitement enzymatique, caracterise en ce que la fonction 

reactive de covalence est choisie parmi les fonctions NH2 ( o- 

30 NH2, SH, hydrazine et hydrazide; avantageusement, la fonction 
reactive de covalence est liee a ladite fonction aminee par 
1 1 intermediaire d'un bras de couplage choisi parmi C = C CH 2 - , et 
-C=C-CH 2 -NH-CO-CH 2 - , - CH=CH - CH 2 - NH - CO- CH 2 - et -CH=CH-CH 2 ; 

- un nucleotide dont la base est derivee de l'adenine 
35 et comporte au moins sur la fonction aminee en position 6 du 

cycle pyrimidique, au moins une fonction reactive de covalence 
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nucleophile, non protegee, et n ' inf luengant pas, de maniere 
significative, le traitement enzymatique, caracterise en ce que 
la fonction reactive de covalence est choisie parmi les 
fonctions NH 2f CH 2 -0-NH 2 , sh, hydrazine et hydrazide ? la 

5 fonction reactive de covalence est li£e £ ladite fonction amin6e 
par 1 1 intermediaire d'un bras de couplage choisi parmi (-CH 2 - 
)n 1# (-0-CH 2 -)n 1 dans lequel n x represente un entier compris 
entre 1 et 12 ; ( -CH 2 -0- CH 2 - ) n 2 , ( -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 - ) n 2 , (-CH 2 - 
CH 2 -0~CH 2 -CH 2 -O-CH 2 -CH 2 -)n 2 , ( -CH 2 -0-CH 2 - CH 2 - ) n 2 ( dans lequel n 2 
10 est un entier compris entre 1 et 6 / et NH — CH 2 -0-CH 2 -CH 2 . 

Avantageusement # la fonction reactive de covalence est liee a 
ladite fonction aminee par 1 ■ intermediaire d'un bras de couplage 
choisi parmi -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 - CH 2 - 

CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 . - CH 2 - CH 2 - O- CH 2 ' CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -0- 

15 CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 - , et NH-CH 2 -0-CH 2 - CH2 ; et de maniere pref§ree 
le bras de couplage est -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 - . 

L.' invention concerne aussi 1 ' ut il isat ion d'un 
nucleotide pref onct ionnalise tel que defini prec^demment , dans 
un traitement enzymatique d' amplification. 

2 0 L» ' analogue de nucleotide ou le nucleotide, 

pref onct ionnalise, a, vis-a-vis du traitement enzymatique, un 
comportement sensiblement identique a celui de 1 ' analogue de 
nucleotide ou le nucleotide correspondant . En effet, la fonction 
introduite en un site de la base dudit analogue ou nucleotide, 

25 grace a son inertie biologique et chimique vis-a-vis des 
enzymes, ne modifie pas signif icativement ni l'af finite, ni la 
sp€cificit§ de 1 ' enzyme a l*egard de son substrat. 

Enfin les derniers objets de 1 ' invention consistent en 
des utilisations part iculieres de nucleotides tels qu'ils 

30 viennent d'etre definis. De maniere pref erent ielle , ils sont 
utilises dans des techniques d ' amplif icat ion, telles que celles 
decrites dans les documents suivants : EP-0 72 1 988, WO- 
95/03426, US-5 409 818, US-5 399 491. 



35 
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L 1 invention est maintenant d§crite plus en detail par 
r£f§rence aux exemples et figures annexes qui vont suivre et 
dans lesquels : 

La figure 1 repr^sente un schema general de synthese 
de nucleotides cytidines portant un bras amin§ en position 4; 

La figure 2 represente un schema de synthese du 
nucleotide cytidine portant un bras alkyloxyamine en position 4; 

La figure 3 represente un schema de synthese par 
transamination de nucleotides; et 

La figure 4 met en evidence l'cffet de 1 ' incorporation 
de la CTP- (N4 ) -C 6 0 2 -NH 2 (27a) sur la sensibilite de la TMA; 

La figure 5 met en evidence l'effet de 1 ' incorporation 
de la CTP- (N4) -C„-NH 2 (27b) sur la sensibilite de la TMA. 

Dans les figures 4 a 5 precitees sont representes en 
abscisse le nombre de copies de la cible par reaction et en 
ordonn£e le nombre d'amplicons obtenus par microlitre de 
reaction (volume final reactionne] = 100 microlitres) . Aux 
courbes des figures 4 et 5 sont affectes des symboles 
particuliers, par exemple ■> I:, A, X et un pourcentage. Ce 
pourcentage correspond au pourcentage du ou des nucleotides 
prefonctionnalises par rapport aux nucleotides naturels dans la 
reaction d ■ ampl i f ication TMA . Les figures 4 et b montrent 
respectivement les r£sultats de la semi -quant i f ication par la 
technique ELOSA (decrite dans la demande de brevet PCT WO 
92/19812) du nombre d'amplicons produits a partir d'une gamine 
cible d'ARN 16S de Mycobacterium tuberculosis en presence de 
differents rapports des nucleotides 27a et 27b par rapport a 
leurs nucleotides naturels respectifs. 

Dans les exemples qui suivent et qui permettent 
d'illustrer quelques avantages de 1' invention, il est fait 
r£f£rence a un rSactif comprenant un groupe fonctionnel de 
marquage mais la portee de l 1 invention n'est bien entendu pas 
limit£e a de telles proprietes du groupe fonctionnel. 
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SYNTHESE DE NUCLEOTIDES ET MARQUEURS PREFONCTIONNALISES . 

Pour pr£f onctionnaliser les nucleotides sur la base 
5 nucl^ique, la strat§gie generalement utilis£e consiste en la 
synthese des nucleosides proteges portant une fonction reactive 
egalement protegee. La d£protection de la fonction hydroxyle en 
position 5' libere le nucleoside modifie, lequel est finalement 
triphosphoryie sur cette position selon la m6thode de Ludwig- 
10 Eckstein (J. Ludwig, F. Eckstein, J. Org. Chem. , 1989, 54, 631- 
635) . 

L'hydrolyse des groupements protecteurs des fonctions 
hydroxyles en 2' et 3' et de celui de la fonction reactive de la 
chaine introduite sur la base, conduit aux nucleotides 
15 triphosphates pref onctionnalises . 



I- Serie adenosine: 

EXEMPLE 1 : Synthese du nucleoside a chaine amine 4. 

. 20 



Voie de synthase 
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Isopropylidene (1). : (Nucleic Acid Chemistry, part 2, Townsend, 
Tipson, p. 768, Wiley Interscience) 



NH 2 



NH 2 
HO-^oJ 

1 

A une suspension d' adenosine ( 5g , 18,7 mmol , Aldrich 
14659-5) dans de 1' acetone (10 ml) contenant de 1 ' APTS (3,9 g, 
20,6 mmol), on ajoute goutte a goutte sous argon de 
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1 1 orthof ormate d'ethyle (12,44 ml, 74,8 mmol ) . Apres une nuit de 
reaction, on ajoute 110 ml d'eau contenant 1,8 6 ml d' ammoniaque 
a 27 %. Apres 30 minutes d' agitation, le milieu reactionnel est 
£vapore jusqu'a apparition de cristaux blancs . Apres 12 h au 
5 frigo, on obtient un precipite blanc que l'on recristallise dans 
l'eau. On obtient 4,175 g (13,5 mmol, 72 %) de produit (1) sous 
forme d'un poudre blanche. Ce produit a ete caract£rise par RMN 
du proton . 



10 Triazolo (2| : (Samano, Miles, Robins, J. Am. Chem. Soc . , 1994, 
116, 9331-9332) 



2 



(1) (lg, 3,2 mmol) et 
15 l'amidine (1,4 g, 6,5 mmol) sont agitees dans de la pyridine (15 
ml) a 100°C sous argon pendant 48 h. La pyridine est alors 
evaporee et co-evaporee avec du toluene. L'huile obtenue est 
ensuite reprise par de 1' acetate d'ethyle et cette phase 
organique est lav£e avec de l'eau saturee en NaCl . Apres s§chage 
2 0 sur Na2S04 et evaporation, on obtient le produit (2) sous forme 

d'une poudre blanche avec un rendement de 6 0 % (700 mg, 1,9 
mmol) . L,e produit 2 a 6te caracterise par spect rometrie de masse 
et RMN du proton. 



25 Synthese de l'amidine: (Bartlett et Humphreg, J\ Chem. Soc, 
1967, 1664-1666) 



N— N 

t ) 
N 



N N . 

ho— yoj 



L' adenosine -i sop ropyli dene 
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OHC-NH-NH-CHO + SOCfe 




< ■ 2HCI 



Le chlorure de thionyle (39,96 g, 24,5 ml, 0,338 mol) 
est ajout§ goutte a goutte au N-N' - di f ormylhydrazine (12 g, 
0,13 6 mol) dans le DMF (270 ml) a 10°C. Le melange devient 
jaune. On maintient 1' agitation pendant 2 jours. Le precipite 
obtenu est filtre et lave par du DMF puis par de 1' ether, Apres 
s§chage sous vide, on obtient 1' amidine avec un rendement de 95 
% (28 g, 0, 130 mol) . 



Substitution du triazolo par le diaminobut ane monoprot^ge 



Monoprotection du 1,4-di .:. syn these de (3) (Hassen, 

Nielsen, Ehrbar, Buchardt , Synthesis, 1982, 404-405) 



^ ^^^^ NH-Boc 

3 

La solution de 1 , 4 -diaminobutane (0,113 mol., 9,94 g 
11,4 ml) dans le chloroforme (250 ml) est refroidie a 0°C. On 
ajoute alors goutte a goutte sous argon, une solution de 
ditertbutyldicarbonate (0,022 mol, 4,9 5 g, 5,22ml) dans du 
chloroforme (250 ml) . Le melange est agite pendant une nuit a 
temperature ambiante. Le precipite forme est filtre et le 
filtrat est <§vapore . L'huile rSsiduelle est reprise par une 
solution aqueuse saturee en NaCl (40 ml) : on elimine ainsi le 
produit bisprotege par filtration. On extrait alors la phase 
aqueuse avec de 1' ether { 5 x 50 ml) . Les phases organiques sont 
rSunies, s£ch£es sur Na2S04 et evaporees. On obtient ainsi le 
produit (3) sous forme d'huile avec un rendement de 99 % (3,8 g, 
0,0218 mol). Le produit (3) a ete caracterise par spectrome trie 
de masse et par RMN du proton. 
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Substitution du triazolo par le diaminobutane -monoboc : synthese 
de (4) 




On solubilise le produit (2) (500 mg, 1,4 mmol) dans 
20 ml d' acetonitrile . On ajoute alors le compose (3) (1,31 g, 
7 mmol) . Le milieu reactionnel est mis a chauffer a 50°C pendant 
2 jours et analyse par CLHP. 

10 Apres evaporation de 1 ' acetonitrile , on reprend le 

residu par de 1' acetate d'ethyle et on lave cette phase 
organique avec de 1 ' eau saturee en NaCl . Apres sechage et 
evaporation de 1' acetate d'ethyle, le residu est chromatographic 
sur gel de silice (eluant : CH2CI2, puis CH2Cl2/MeOH, 98/2, 95/5 

15 (v/v) ) . Apres evaporation et precipitation dans 1 ' hexane , on 
obtient le produit (4) sous forme d'une poudre blanche avec un 
rendement de 80 % (563 mg, 1,12 mmol) . Le nucleoside (4) a ete 
caracterise par spectrom§trie de masse et par RMN du proton. 



20 



Phosphorylation par la methode de Eckstein (Ludwig, Eckstein, J. 
Org. Chem., 1989, 54, 631-635) 
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Le nucleoside (4) (48 mg, 100 mmol) est dissous dans 
de la pyridine anhydre et est evapor§ 2 fois. On ajoute alors 
sous argon 100 ml de pyridine, 300 ml de dioxane et une solution 
f rai chement prepar ee de 2 - chloro -4H-1,2,3- di oxaphosphor in - 4 - one 
dans du dioxane (130 ml, 130 mmol). On laisse l'agitation 
pendant 20 minutes puis on ajoute une solution 0,5 M de 
pyrophosphate de tributyl ammonium dans du DMF anhydre (320 ml) 
et simultanement 130 ml de tributylamine . 

Apres 30 minutes d' agitation, on ajoute 2 ml d'une 
solution d'iode a 1 % dans un melange pyridine/eau (98/2, v/v) . 
Apres 20 minutes d' agitation, on detruit 1'exces d'iode avec une 
solution aqueuse de NaHS03 a 5 % et on maintient l'agitation 
pendant 10 minutes. On evapore a sec puis on effectue une. 
extraction eau/dichlorom§thane . On verifie la formation du 
triphosphate 5 par HPLC (gradient : 0a35%deBen40 minutes 
; A = Tris HC1 20 mM, pH 7,6 ; B = Tris HCl 20 mM , pH 7 , 6 + 0 , 5 
M NaCl) . Temps de retention =35 minutes. 

Apres evaporation, on reprend le residu dans de 1 ' eau 
(10 ml) puis on ajoute 10 ml d'une solution aqueuse de TFA a 50 
% pour effectuer la d<§protect ion des groupements Boc et 
isopropylid&ne . Apres 30 minutes, le TFA est evapore et 
coevapore avec de l'eau. On observe ainsi la formation d'un 
nouveau produit avec un temps de retention de 19 minutes. 



5 



10 
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EXEMPLE 2 : Synthese du nucleotide adenosine a chaxne 

oxy amine . 

Voie de svnthese de la cha£ne 



K 2 C0 3 

N=C-(CH 2 ) 3 - Br ♦ HO-N-Pht ► N=C-(CH 2 ) 3 - O-N-Pht g 

N2H4 

H 2 r*-(CH 2 )< -O-NH-BocJ: 1 N=C-(CH 2 ) 3 -O-NH-Boc^ — N=C-(CH 2 ) 3- 0-NH2 



9 8 



Svnthese du produit ( 6) 
N^C-(CH 2 ) 3 - O-N-Pht 6 



On dissout 1 ' hydroxyphtalimide (10 g, 0,061 mole) dans 
du DMF (300 ml). On ajoute alors du K 2 C0 3 (l f 05 eq . , 9 g) . On 

observe la formation d'un precipite . Apres 1 h d' agitation a 
50°C, on ajoute le derive brom£ (1 eq. ( 9,03 g) et on maintient 
15 1' agitation a 50°C pendant 2 h. Apres filtration sur coton et 
evaporation du DMF, on reprend le residu par de 1' acetate 
d'6thyle puis on lave la phase organique avec HC1 IN puis avec 
une solution de NaHC03 a 10 % et enfin avec une solution aqueuse 

satur£e en NaCl . Apres sechage et Evaporation, on obtient le 

20 produit (6) avec un rendement de 69 % (9,66 g) . II a ete 

caracterise par RMN du proton, du carbone 13 et par 
spectrometrie de masse. 
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Hydrazinolyse : preparation de la chalne ( 7 ) 

NSC-(CH 2 ) 3- 0-NH 2 

7 

Le produit (6) (9,51 g, 0,041 mole) est mis dans 150 
ml d'ethanol a 95 %. L ' addition d' hydrazine (2 eq . , 4 ml) 
entraine une solubilisation imm§diate du precipite de depart. On 
observe ensuite la formation d'un precipite blanc de 
phtalhydrazide . Apres 3 heures de reaction a 50°C, on filtre et 
on lave le precipite avec de l'ethanol. Apres evaporation, la 
pate obtenue est chromatographic sur gel de silice 
(CH2CI2/CH3CN : 9/1, v/v) . Apres evaporation des fractions 
contenant l'oxyamine libre (7) , on ajoute de 1' ether puis de 
l'acide chlorhydrique concentre. On obtient ainsi le produit (7) 
sous forme d'une poudre blanche avec un rendement de 4 0 % (2,30 
g) . II a 6te caracterise par RMN du proton et du carbone 13. 



. Protection sous forme de Boc de l'oxyamine 

NEC-(CH2) 3 - O-NH-Boc 

8a 

On dissout 2,3 g (0,016 mole) de produit (7) dans 10 
ml de dioxane. On ajoute alors une solution aqueuse de soude IN 
(2 eq. : 0,032 mole, 32 ml). 

On additionne ensuite goutte a goutte, dans la glace, 
sous argon, le ditertbutyldicarbonate (1,2 eq . , 0,019 mole, 4,18 
g) dissous dans 20 ml de dioxane. Apres 3 h de reaction a 0°C on 
evapore le dioxane puis on ramene le pH a 3 avec une solution 
aqueuse d'HCl IN et on extrait a 1 'ether (3x50 ml). On lave 
ensuite les phases organiques avec une solution aqueuse d'HCl IN 
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puis avec une solution aqueuse saturee en NaCl . Apres s£chage 
sur Na 2 SO« et evaporation on obtient le produit (8a) sous forme 
d'une huile jaune (2,56 g, 0,013 mol , 80 %). II a 6t6 
caract§ris§ par RMN du proton et du carbone 13. 

5 

Reduction du nitrile par LiAlH . 

H 2 N-(CH 2 ) 4 - 0-NH-Boc 

8b 

Le compose (8a) (2,56 g, 0,013 mol) est solubilis£ 
10 dans de 1" ether ethylique anhydre (50 ml). Le melange est 
refroidi dans un bain de glace. On ajoute alors LiAlH 4 (3 g, 
0,079 mol) en trois f ois . L' agitation est maintenue pendant une 
nuit puis on ajoute de l'eau (10 ml) et une solution aqueuse de 
soude a 15 %. Apres filtration du precipite blanc ainsi forme on 
15 lave la phase organique avec une solution aqueuse saturee en 
NaCl. Apres s£chage sur Na 2 SO« et evaporation on obtient le 
produit 9 sous forme d'huile (769 mg , 0,0037 mol, 29 %) . II a 
6te caracteris6 par RMN du proton et du carbone 13. La chalne 
(8b) a ete caracteris^e par RMN du proton et du carbone 13 

20 

Substitution du triazolo par la chaine oxvamine : 
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Le produit (2) (246 mg, 0,68 mmol ) est dissous dans 20 
ml d'acetonitrile. On ajoute alors la chaine (8b) (700 mg, 3,43 
mmol) . Le melange est porte a 50 °C. La reaction est suivie par 
5 HPLC : elle evolue tres lentement . Apres une semaine, le solvant 
est 6vapore\ Le residu obtenu est dissous dans de 1' acetate 
d'ethyle et la phase organique est lavee avec de 1 1 eau saturee 
en NaCl. Apres sechage sur Na 2 S0 4 et evaporation on obtient une 
huile jaune que 1 • on chromatographic sur gel de silice (eluant : 
10 CH 2 Cl2/MeOH : 97/3, v/v) . Apres evaporation du solvant on 
obtient le produit (9) sous forme d'une poudre blanche (120 mg, 
0,24 mmol, 35 %). Le produit (9) est caracterise par RMN du 
proton et par spectrometrie de masse. 

15 Phosphorylation du nu cleoside (9) . : 

La phosphorylation du nucleoside (9) en nucleotide 
(10) est realisee selon le protocole decrit dans l'exemple I 
(preparation du nucleotide 5) . 
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OH OH 



II- Serie uridine: 



EXEMPLE 3 : synthese de 1' uridine a chaine amine (15) . 
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S ynthese de la chalne 



10 



15 



NH-Boc 
11 

5 ml de propargylamine (73 mmol ) sont dissous dans un 
melange NaOH iN/dioxane (146 ml/50ml>. On ajouce alors goutte a 
goutte, a 0°C, sous argon, 20 ml de Boc.O dissous dans 50 ml de 
dioxane. On observe la formation d'un precipite. Apres £ h, le 
precipite de carbonate est filtre puis on ramene le pH a 3 avec 
une solution aqueuse d'HCl IN et on extrait avec du 
dichlorome thane. La phase organique est ensuite lavee avec une 
solution aqueuse satur<§e en NaCl puis sechee sur Na 2 SO« et enfin 
Svaporee. Par addition d'hexane le produit (11) precipite. On 
r§cupere ainsi 8,92 g (0,057 mmol, 79 %). Le produit (11) a et6 
caracteris<§ par RMN du proton et par spect romet rie de masse. 



Introduction de la chaine sur la base : Couplage de Heck (Hobbs, 
J. Org. Chem., 1989, 54, 3420-3422). 



WO 98/05766 



23 



PCT/FR97/01445 




NHBoc 



10 ml de DMF sont degazes et places sous argon. On 



ajoute alors de la iodouridine (1 g, 2,56 mmol , Aldrich, 85529- 
5 7) et de 1 ' iodure de cuivre (97,5 mg, 0,512 mmol). La reaction 
est plac<§e a 1' obscurity puis on ajoute, tou jours sous argon, de 
la tri£thylamine (713 ml, 518 mg, 5,12 mmol) et la chaine-Boc 
(11) (1,2 g, 7,68 mmol). Le melange est laisse sous argon 
pendant 10 minutes. Le demarrage de la reaction est realise par 

10 addition du catalyseur tetrakistriphenylphosphine palladium (296 
mg, 0,256 mmol). La reaction est suivie par HPLC. Apres une 
nuit, le DMF est £vapore et co§vapore avec de 1 ' acetoni trile . Le 
residu obtenu est chromatographic sur gel de silice (d£pot 
solide, eluant : CH 2 C1 2 , CH 2 C1 2 /MeOH : 98/2, 95/5, 90/10, 85/15- 

15 v/v) . Apres evaporation on obtient 528 mg de produit (12) (1,3 
mmol, 52 %) . Le produit (12) a <§te caracterise par RMN du proton 
et par spectrometrie de masse. 

Protection sous forme d' isopropylidene (Townsend, Tipson, 
20 Nucleic acid chemistry, part 2, p. 765, wiley-interscience) . 



O 




On ajoute, sous argon a temperature ambiante, 
l'orthoformate d'ethyle (166 ml, 148 mg, 1 mmol) a une 
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suspension de produit (12) (200 mg, 0,5 mmol) dans 1 ' acetone (2 
ml) contenant de l'APTS (9,5 mg, 0,05 mmol). La reaction est 
suivie par CCM (CH 2 C1 2 /MeOH 90/10) . Apres 2 heures on ajoute du 
dichl or om€ thane et on lave la phase organique avec une solution 
5 aqueuse de NaHCOj a 10 % puis avec une solution aqufeuse satur^e 
en NaCl. Apr&s sechage et Evaporation on obtient le produit (13) 
sous forme d'une poudre jaune (167 mg, 0,38 mmol, 76 %) . 



Phosphorylation oar la m£thode de Eckstein et deorotection 
10 (Ludwig, Eckstein, J\ Org. Chem. , 1989, 54, 631-635) 




O-PPP 



15 U 

HO OH 

Le nucleoside 13 (44 mg, 100 mmol) est dissous dans 
de la pyridine anhydre et est evapore 2 fois. On ajoute alors 

15 sous argon 100 ml de pyridine, 3 00 ml de dioxane et une 
solution fraichement pr§paree de 2 - chloro- 4H- 1 , 2 , 3 - 

dioxaphosphorin-4-one dans du dioxane (130 ml, 130 mmol). On 
laisse 1' agitation pendant 20 minutes puis on ajoute une 
solution 0,5 M de pyrophosphate de tributylammonium dans du DMF 

20 anhydre (320 ml) et simultan£ment 130 ml de tributylamine . 

Apres 30 minutes d' agitation, on ajoute 2 ml d'une 
solution d'iode a 1 % dans un melange pyridine/eau (98/2, v/v) . 
Apres 20 minutes d' agitation, on d£truit 1 ' exces d'iode avec une 
solution aqueuse de NaHS03 a 5 % et on maintient 1' agitation 
25 pendant 10 minutes. On Evapore a sec puis on effectue une 
extraction eau/dichloromethane . On verifie la formation du 
triphosphate par CLHP (gradient : 0a35%deBen40 minutes ; 
A = Tris HC1 20 mM, pH 7 , 6 ; B = Tris HC1 2 0 mM, pH 7,6 + 0,5 M 
NaCl). Temps de retention = 36 minutes. 
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Apres Evaporation, on reprend le r£sidu dans de 1 ' eau 
(10 ml) puis on ajoute 10 ml d'une solution aqueuse de TFA a 50 
% pour effectuer la d^protection des groupements Boc et 
isopropylidene . Apres 3 0 minutes, le TFA est evapor£ et 
5 co6vapor6 avec de l'eau. On observe ainsi la formation d'un 
nouveau produit (15) avec un temps de retention de 20 minutes. 



EXEMPLE 4 : Synthese de 1' uridine a chaine alcoxyamine 

21. 



10 Voie de synthese : 

o 

. r 

H 



N A_O-NH-B0C 

r-uvr-i-113/4 HN^^^**^ 

1.ONHB0C ^ 4 

N Pl,KJ w 



H V A Y > O Pd(PPh,)4 H . 
O^hT + =^.A,ONHBoc Cul . ~X 




W H 17 DMF Ho-y\i 18 

HO OH ..J V 



HO OH 



APTS 
HC(OEt) 3 



X jT 1/ Eckstein n^M^ 

PPPO-X^OJ 21 21 K HO^OJ -| g 

HO OH < ^ > \ 



Synthese de la carboxvm£thoxvamine-boc 16 (Kurth et al , J. Med. 
Chem. , 1993, 1255-1261.) 




Le chlorhydrate de carboxymethoxylamine (6,6 g, 60,4 
mrnol) est dissous dans 132 ml d'eau en presence de soude (2 g, 
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50 mmol) et de dioxane (66 ml) . La solution est refroidie dans 
un bain de glace. On ajoute goutte a goutte du di-tert- 
butyldicarbonate (13,97 g, 64,1 mmol) dissous dans le dioxane 
(66 ml) . L ■ agitation est maintenue pendant une nuit a 
temperature ambiante. On evapore a sec le melange reactionnel . 
Au pr€cipite obtenu, on additionne 250 ml d ' eau puis on extrait 
a l'£ther (2x250 ml). On acidifie la phase aqueuse par HCl IN 
jusqu'a pH 3. Ensuite, on extrait cette phase par de 1 ' ether 
ethylique (3x50 ml) et par de l'acetate d'ethyle (3x250 ml). Les 
phases organiques sont reunies et sechees sur sulfate de sodium. 
Apres Evaporation, on obtient le produit (16) sous forme d ' une 
poudre blanche (10 g, 52 mmol, 86 %) . Le produit (16) a ete 
caracteris<§ par RMN du proton. 



Svnthese de la chaine par couplaae peptidique (Costa, Dominguez, 
Cutts, Williams, Bowen, J. Med. Chem. , 1994, 22, 314-321. 



DCC ft 

HOOC-CH2-ONHBoc + = v = AONHBoc 

NH 2 N v 

H 17 

On dissout le produit (16) (2 g, 10,4 mmol) dans du 
THF fraichement distille. Apres ref roidissement du milieu dans 
la glace, on ajoute (2,15 g, 10,4 mmol) de DCC. Le melange est 
agite a froid pendant 15 minutes. On ajoute alors I ' amine 
propargylique. (714 ml, 10,4 mmol) L'agitation est maintenue a 
temperature ambiante sous argon pendant 2 heures . Apres 
filtration, le solvant est evapore. Le residu ainsi obtenu est 
repris dans du dichloromethane et est lave avec une solution 
aqueuse de HCl IN, puis avec une solution de NaHC0 3 a 5 % et 
enfin avec une solution aqueuse saturee en NaCl . Apres sechage 
sur Na 2 S0 4 , le dichloromethane est evapore et le residu est 
chromatographic sur gel de silice (eluant : acetate 
d' ethyle/hexane 60/40, v/v) . On obtient ainsi le produit (17) 
sous forme d'une poudre blanche (1,23 g, 5,4 mmol, 52 %) . Le 
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produit (17) a ete caracterise par RMN du proton et par 
spectrometrie de masse. 



Couplaae de Heck : Hobbs, J". Org. Chem. , 1989,54,3420-3422 



H l Jf 

u 

HO OH 




NH-Boc 



18 



10 ml de DMF sont degazes et places sous argon. On 
ajoute alors de la iodouridine (lg, 2,56 mmol ) et de 1 ' iodure 
de cuivre (97,5 mg, 0,512 mmol). La reaction est placee a 

10 l'obscurite puis on ajoute, toujours sous argon, de la 
triethylamine (713 ml, 518 mg, 5,12 mmol) et la chaine (17) 
(1,75 g, 7,68 mmol). be melange est laisse sous argon pendant 10 
minutes. Le demarrage de la reaction est realise par addition du 
catalyseur tetrakistriphenylphosphine palladium (296 mg, 0,256 

15 mmol) . La reaction est suivie par HPLC . Apres une nuit, le DMF 
est evapore et co-evapore avec de 1 ' aceconi trile . On reprend le 
residu obtenu par de 1' acetate d'ethyle et on lave cette phase 
organique avec une solution aqueuse saturee en NaCl . Apres 
evaporation de 1 ' acetate d'ethyle le residu est chroma tographie 

20 sur gel de silice (eluant : CH 2 C1 2 /MeOH : 90/10, 85/15, 80/20, 
v/v) . Apres evaporation on obtient 747 mg de produit (18) (1,6 
mmol, 62 %) . Le nucleoside (18) a ete caracterise par RMN du 
proton et par spectrometrie de masse. 



25 Protection sous forme d' isopropvl idene (Townsend, Tipson, 
Nucleic acid chemistry, part 2, p765, Wi ley- Interscience ) : 
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On ajoute, sous argon a temperature ambiante, 
1' orthoformate d'6thyle (355 ml , 316 mg, 2,13 mmol) a une 
suspension de produit (18) (500 mg, 1,06 mmol) dans 1' acetone (3 
5 ml) contenant de l'APTS (20,2 mg, 0,10 mmol). La reaction est 
suivie par CCM (CH 2 C1 2 /MeOH 90/10) . Apres 3 heures on ajoute du 
dichloromethane et on lave la phase organique avec une solution 
aqueuse de NaHC0 3 a 10 % puis avec une solution aqueuse satur£e 
en NaCl. Apres sechage et evaporation on obtient le produit (19) 
10 sous forme d'une poudre jaune (3 95 mg, 0,77 mmol, 7 3 %) . Le 
nucleoside protege 19 a ete caracterise par RMN du proton du 
carbone 13 et par spectrometrie de masse. 



Phosphorylation oar la methode de Eckstein e t deprotection 
15 (Ludwig, Eckstein, J. Org, Chem. , 1989, 54, 631-635) 




Le nucleoside (19) (102 mg, 200 mmol) est dissous 
dans de la pyridine anhydre et est evapore 2 fois. On ajoute 
alors sous argon 200 ml de pyridine, 600 ml de dioxane et une 
20 solution fraichement preparee de 2 -chloro-4H- 1 , 2 , 3 - 
dioxaphosphorin-4-one dans du dioxane (260 ml, 260 mmol) . On 
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laisse 1' agitation pendant 20 minutes puis on ajoute une 
solution 0,5 M de pyrophosphate de tributyl ammonium dans du DMF 
anhydre (640 ml) et simul tanement 260 ml de tributylamine . 

Apres 30 minutes d' agitation, on ajoute une solution 
5 d' iode a 1 % dans un melange pyridine/eau (98/2, v/v) (4 ml, 314 
mmol) . Apres 20 minutes d'agitation, on detruit 1'exces d' iode 
avec une solution aqueuse de NaHS03 a 5 % et on maintient 

1' agitation pendant 10 minutes. On evapore a sec puis on 
effectue une extraction eau/dichlorom§thane . On v§rifie la 
10 formation du triphosphate par CLHP (gradient : 0 a 35 % de B en 
40 minutes ; A = Tris HCl 20 mM, pH 7 , 6 ; B = Tris HCl 20 mM, pH 
7,6 + 0,5 M NaCl ; colonne DEAE Waters Protein-Pak 8HR 
10x100mm) . Temps de retention = 35 minutes. 

Apres evaporation, on reprend le r£sidu dans de 1 ' eau 
15 (5 ml) puis on ajoute 5 ml d'une solution aqueuse de TFA a 50 % 
pour effectuer la deprotection des groupements Boc et 
isopropylidene . Apres 30 minutes, le TFA est eVapore et co- 
eVapore avec de 1 ' eau . On observe ainsi par HPLC la formation 
d'un nouveau produit (21) avec un temps de retention de 
20 30 minutes. Ce produit est purifie par HPLC dans les conditions 
d£crites precidemment , puis dessale (Eau milliQ en isocratic, 
Colonne Macherey Nagel C18 nucleosil) . 



2 5 III- Serie cytidine: 



I- Synthase des nucleotides triphosphates modifies en position 
4 par la presence d'une chains alkylaminee 



30 Afin d' introduire une chaine alkyl aminee en position 

4 de la base, cette derniere a ete activee par 1 ' introduction du 
groupe tosyle selon la m£thode de Czernecki et coll. ( S. 
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Czernecki, T. Lediguarher, J.M. Vaiery, Nucleosides & 
Nucleotides, 1989, 54, 631-635) a partir de la [2',3'-0- 
isopropylidene, 5' - O- butyldimethylsilyl] -uridine . 

La substitution nucieophile du groupe tosyle par une 
5 chaine alkyl diaminee suivie de la protection par le 
trif luoroacetate d'£thyle de la fonction amino libre de la 
chaine introduite, est r§alis£e en une etape. 

La deprotection de la fonction hydroxyle en position 
5' libere le nucleoside modifie, lequel est finalement 
10 triphosphoryie sur cette position selon la methode de Ludwig- 
Eckstein (J. Ludwig, F. Eckstein, J\ Org. Chem. , 1989, 54, 631- 
635) d<§crite dans les exemples precedents. 

L'hydrolyse des groupes protecteurs des fonctions 
hydroxyles en 2' et 3 ' ainsi que de celui de la fonction amino 
15 de la chaine introduite en 4, conduit aux nucleotides 
triphosphates desires (Figure 1) . 

Une autre strategic qui consiste en 1 ' introduction 
directe de la chaine amin€e en position 4 du nucleotide par 
transamination a 6t6 utilis£e pour preparer les nucleotides (33) 
20 et (34) (Figure 3) . 



EXEMPLE 5: Synthese de la [2 ' , 3 ' -O- isopropylidene , 5' 
-O-butyldimethylsilyl] -uridine (22) . 

La solution de la 2' ,3' - o- i sopropyl idene -uridine 
25 (lmmole, Sigma, 1-5127) dans la pyridine (5 ml) est traitee par 
le chlorure de t -butyldim6tylsilyl pendant une nuit sous argon a 
temperature ambiante . La reaction est ensuite arret£e par 
l'addition de l'ethanol absolu (2 ml) 6vaporee puis co-evaporee 
avec le toluene. Le produit (22) est purifie par chromatographic 
30 sur gel de silice (eiuant : acetate d ' ethy lehexane 1 :1, v :v, 
Rf = 0.3) . 



FEU1LLE RECTIFIEE (REGLE 91) 
ISA/EP 



WO 98/05766 



PCT/FR97/01445 



31 

EXEMPLE 6: Synthase de la [2 ' , 3 ' -O-isopropylidene , 
5' -0-t-butyldixn6thylsilyl-4-p-toluene sulf onyl]-uridine (23) . 

Le compost (22) (1 mmole) dans 1 ' acetoni trile (17 ml) 
est porte au reflux en presence du carbonate de potassium (1.3 
5 mmoles, 1.3 eq . ) et du chlorure de p- toluene sulfonyle (1.2 
mmoles, 1.2 £q . ) pendant 3 heures . Apres disparition totale du 
produit de depart, la reaction est hydrolysee a temperature 
ambiante par addition de 1 ' eau (2 ml) puis £vapor§e a sec. Le 
r£sidu obtenu est traite par une partition acetate d'ethyle-eau 
10 et est utilise tel quel pour l'6tape suivante . 

CCM : Rf = 0.7 (eiuant : acetate d' ethyle-hexane 1:1, v:v). Le 
nucleoside 23 a £te caracterise par 

RMN du proton (200MHz, CDC13) : d = 8,3 ppm (1H, d, H-6); 

6,8(2H, d, H- aroma) ; 7,3(2H, d, H aroma) ; 6 , 1 ( 1H , d, H-5); 

15 5,8(1 H, s, H-l') ; 4,7 (2H, s, H-2', H-3') ; 4,4 (1 H, m, H- 
4'); 4,0-3,7(2H, m, H-5'a, H-5'b); 2,4 (3 H, s, CH 3 ) ; 1,6 - 

1,3(2 x 3H, 2 x s, 2xCH 3 -isoprop) ; 0,8 ( 9H , s , 3xCH3 ) , 0,1(6 H, 
s , 2x CH 3 ) . 



2 0 EXEMPLB 7: Synthese de la [4-N-alkyl trif luoroacetyl 

amino- 2' , 3 ' -O-isopropylidene, 5' -O- t-butyldimethylsilyl]- 

cytidine (24) . 

A une solution de (23) (1 mmole) dans le 
dichl or om£ thane (5 ml) est ajoute a temperature ambiante et sous 

2 5 argon, le reactif alkyl diamine {5 mmoles, 5 eq) . Apres 5 min 
d' agitation, un exces de trif luoroacetate d'ethyle (15 mmoles, 
15 eq.) est additionne au milieu reactionnel et 1' agitation 
maintenue durant 15 min. Le nucleoside desire (24) est purifie 
par chromatographic sur gel de silice (eiuant : acetone -hexane 

30 1:2, v:v, Rf = 0.2). La structure des nucleosides intermediaires 
(24) completement proteges est confirmee par RMN du proton. 



Exemple du nucleoside (24a) : RMN (200MHz, CDC13), d =7,7 - 7,5 
ppm (2H, m, H-6, NH) ; 5,9(1 H, s, H-l') ; 5,7 (1H, si, NH) ; 5,6 
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(1H, d, H-5); 4,7 (2H, 1, H-2', H-3'); 4,3(1 H, m, H-4'); 4 f 0 - 
3,7 (2H, m, H-5'a, H-5'b); 3,7 - 3,5 (m, 12 H, 6 x CH 9 ); 1,6 - 
1,3 (2 x 3 H, 2x1, 2 x CH 3 isoprop) ; 0,8 (9H, 1, 3xCH 3 ) , 
0,1 (1, 6H, 2XCH 3 ) 

5 

EXEMPLE 8: Synthase do la [4-N-alkyl trif luoroacetyl amino - 2 ' , 3 ' 
-O-isopropylidene]- cytidine (25) : 

Le compos6 (24) (1 mmole) dessous dans le THF (5 ml) 
est traits par une solution molaire de fluorure de 
10 t£trabutylammonium (1,2 mmoles, 1,2 eq) dans le THF. Apres 3 a 4 
heures d' agitation a temperature ambiante et sous argon, la 
reaction est neutralist par 1 ' acide ac<§tique (1 §g . ) puis 
6vapor£e a sec. Le compos6 (25) est purifi<§ par chromatographie 
sur gel de silice (<§luant ac£tone-hexane 1 :1, v :v, Rf == 0.3). 

15 



EXEMPLE 9: Synthase de la [4-N-alkyl trif luoroacetyl 
amino-2' ,3' -O-isopropylidene-5' -O- triphosphate] -cytidine (26) . 

Le compost (25) (0.2 mmoles) est co-£vapore avec la 
20 pyridine (2x1 ml) puis mis en solution dans 400 ml d'un 
melange pyridine-dioxane (1:3, v :v) . Une solution de chlorure 
de dioxaphosphorinone (260 est ajoutee a la reaction. Un 

pr£cip6 blanc se forme au bout de 5 a 10 rain et apres 2 0 min 
d' agitation une solution de pyrophosphate de butylammonium dans 
25 le DMF (0,5 M , 640 \xl , 1,6 eq . ) suivie de la tributylamine (230 
ml) est ajoutee a la reaction. Apres 30 min d' agitation, la 
reaction est oxyd§e par une solution d'iode a 1 % dans le 
melange pyridine-eau (98 :2, v :v) (4 ml) et 1'agitation 
maintenue pendant 30 min. L'exces d'iode est ensuite detruit par 
3 0 une solution agueuse de bisulfite de sodium a 5 % et le milieu 
r£actionnel <§vapor6 a sec. Le residu obtenu est dissout dans 
1'eau (20 ml) et traits par un lavage au dichlorom6 thane . La 
phase aqueuse est recuperee et analysee en HPLC (colonne DEAE 8 
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HR Millipore 5x100 mm, tampon A : Tris HC1 20 mM pH 7.6, tampon 
B : Tris HC1 20 mM, 0.5 M NaCl pH 7.6, d6bit : 0.5 ml/min, 
gradient : 0 a 35 % B en 40 min) . Temps de retention : 24 a 29 
min. CCM : Rf = 0.5, §luant : propanol : eau : NH40H (6:3 :1, 
5 V : V : v) 



EXEMPLE 10: Synthese de la [4-N-alkyl amino- 5' -O- 
triphosphate]-cytidine (27) . 

A la solution de (26) (0.2 mmole) dans l'eau (20 ml) 
10 est ajout6 de 1 ' ammoniac agueux (10 ml) et 1' agitation maintenue 
durant 1 heure . Le milieu reactionnel est evapore a sec, puis 
repris dans l'eau (20 ml) suivi de l'acide tri f luoroac£tique 
aqueux a 50 % (10 ml) et 1' agitation maintenue pendant 30 min. 
Le milieu reactionnel est de nouveau evapore puis co-evapore a 
15 sec avec l'eau. Le compos§ d6sir<§ est purifi6 et dessal6 par 
HPLC. HPLC analytique : temps de retention : 17 a 20 min. 
Purification : colonne preparative Protein Pack 8 HR DEAE 10 x 
100 mm, memes tampons et gradient utilises dans l'exemple 9, 
debit 2 ml/min. Dessalage : colonne RP 18, tampon A : eau, 
2 0 tampon B : methanol. CCM : Rf = 0.2, eluant : propanol : eau : 
NH40H (4 : 5 :1, V :V :v) 



II- Synthese des nucleotides triphosphates modifies en position 
4 par la presence d'une chaine alkyloxyaminee : 

25 

Dans un premier temps, on a introduit une chaine 
alkyle, hydroxyl6e a son extr6mit<§, par substitution nucl6ophile 
du groupe tosyle en position 4 de la cytidine. Ensuite, nous 
avons realise la reaction de Mitsunobu entre la fonction 
30 hydroxyle de la chaine introduite et la N-phtalamido- 
hydroxylamine . 
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L'obtention du nucleotide triphosphate alkyloxyamine 
correspondant suit les memes Stapes de synthese que celles des 
nucleotides triphosphates alkylamines (Figure 2) . 



5 EXEMPLE 11: Synthese de la [4 -N-hexanyl-6 -ol-2 ' , 3 ' -O- 

isopropylidene-5' - t-butyldimethylsilyl -cyt idine (28) . 

A une solution de (23) (1 mmole) dans le 
dichlorom£thane (5 ml) est ajout£ a temperature ambiante et sous 
argon, le 6-amino-hexanol (5mmoles, 5 eq.). Apres 30 min de 
10 reaction le solvant est evapore a sec, et le compost (28) est 
purifie par chromatographic sur gel de si] ice. 



EXEMPLE 12: Synthese de la [4 -N-hexanyl - 6 -N- 
phtalamido-oxyamino-2' ,3' -O-isopropylidene-5 ' -t- 
15 butyldimethylsilyl]- cyt idine (29) . 

A la solution de (28) (1 mmole) en presence de la 
triph£nylphosphine (3 mmoles, 3 eq . ) et de la N-phtalamido- 
hydroxylamine (3 mmoles, 3 eq.) dans le THF (10 ml) est; ajoute 
le diethyl e azodicarboxylate (le DEAD , 3 mmoles, 3 mmoles, 3 
20 £q.) a temperature ambiante et sous argon. Apres une heure 
d' agitation, le solvant est £vapore a sec et le compose" (29) est 
purifie par chromatographie sur gel de silice. 

EXEMPLE 13: Synthese de la [4 -N-hexanyl - 6 -N- 
25 phtalamido-oxyamino-2' , 3 ' -O- isopropylidenej-cytidine (30) . 

Le compose (30) a ete synthetise selon le protocole 
decrit dans 1'exemple 8. 
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EXEMPLE 14: Synthase de la [4 -N- hexanyl - 6 - N- 
phtalamido-oxyamino-2' ,3' -O-isopropylidene- 5 ' -O- triphosphate] - 
cytidine (31) . 

Le compost (31) a 6t6 synth6tis€ selon le protocole 
5 d£crit dans l'exemple 9. HPLC analytique (conditions dans 
l'exemple 10) temps de retention : 44 min. CCM : Rf = 0.5, 
£luant : propanol : eau : NH40H ( 6 :3 :1, v :v :v) 



EXEMPLE 15: Synthase de la [4 -N- hexanyl - 6 -oxy amine - 5 ' - 
10 O- triphosphate] -cytidine (32) • 

Le nucleotide totalement protege (32) totalement 
prot£g§ est deprot£g§ en 2' ,3' par 1 ' acide trif luoroac£tique 
selon le protocole d£crit dans l'exemple 10. La dSprotection de 
la fonction alkoxyamine est r£alis6e dans une solution agueuse 
15 de 1' hydrazine pendant une nuit a temperature ambiante . Le 
nucleotide (32) est ensuite purifie par HPLC dans les memes 
conditions que celles d^crites dans l'exemple 10. 



EXEMPLE 16: Synthase de la [4-N- (2 , 2-oxy-bis- 
20 ethylamine) -5' -O- triphosphate] -cytidine (33) par 

transamination . 

La cytidine triphosphate (0.1 mmole) est ajout£e & la 
solution composee du bisulfite de sodium (12 mmoles, 120 £q . ) et 
du chlorhydrate de la 2-2' oxy-bis -e§thylamine (7.5 mmoles, 75 
25 §q.) dans 1 ' eau (2.5 ml) dont le pH a §te prealablement a juste a 
7.0 par une solution de soude & 10 M, 1' agitation §tant 
maintenue & 37°C pendant 3 jours. Le compost (33) est purifie et 
dessal6 par HPLC (voir conditions HPLC dans l'exemple 10) . 



30 EXEMPLE 17: Synthase de la [4-N- (acide adipique 

hydrazide) -5' -O- triphosphate] -cytidine (34) par transamination. 
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Le nucleotide (34) a 6t£ pr§par£ par transamination 
selon le protocole d6crit dans l'exemple 16, en utilisant 

l'acide adipique dihydrazide (83mg, 0,44moles) pour 
1 ' introduction de la fonction hydrazide. Sa purification et son 

dessalage ont €t€ aussi r£alis€s selon l'exemple 10, sa 
structure a 6t€ confirmee par RMN du proton. 



IV- Fluorophore fonctionnalise: 



EXEMPLE 18 : Synthese de fluoresceine- aldehyde (36) . 



Voie de synthase 
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Couplage du FITC avec 1' aldehyde protege 
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L ' isothiocyanate de fluoresceine (913 mg, 2,35 mmol, 
Aldrich, F 250-2) est dissous dans du DMF anhydre (10 ml) , sous 
argon. On ajoute alors 1* aminobutylaldehyde diethylac£tal (421 
5 mg, 392 ml, 235 mmol) . Au bout d'une heure le DMF est evapore et 
le residu est chromatographie sur gel de silice (eluant : CH ? C1 2 
/MeOH : 90/10, v/v) . Apres evaporation du solvant on obrient le 
produit (35) sous forme d'une poudre orange (1,21 g, 2,2 mmol, 
94 %) . II a ete caract§rise par RMN du proton et par 
10 spectrometrie de masse. 



Deprotection de 1' aldehyde : 

H0 Vs ^^0 Vs ^-^ > 0 




O H 



Le produit protege (35) (342 mg, 0,62 mmol) est place 
15 dans 20 ml d'une solution aqueuse d'acide acetique a 30 %. Apres 
une heure de reaction on evapore le solvant et on co-evapore 
avec de 1 ■ acetonitri le . Le residu obtenu est chromatographie sur 
gel de silice (eluant : CH 2 C1, /MeOH 90/10, v/v). Apres 

evaporation du solvant on obtient le produit (36) sous forme 
20 d'une poudre orange (145 mg, 0,30 mmol, 48 %). II a ete 
caracterise par RMN du proton et par spectrometrie de masse. 
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EXEMPLE 19 : Synthese chimique d'un polynucleotide 
pref one tionnalise . 

Synthese du nucleoside de depart 2'-desoxy-8- 
5 (pentenyl) -thioadenosine (38): 

La synthese du nucleoside de depart a ete realisee en 
utilisant le precurseur 2 1 -desoxy- 8 -mercaptoadenosine (37) 
obtenu selon la strategie decrite par A. LAAYOUN , J.-L. DECOUT 
et J. LHOMME dans Tetrahedron Lett., 1994, 35, 4 989-4990. 




OH OH 



Le 2 1 -desoxy-8 -mercaptoadenosine (16,68 mmol) est 
dissous dans du DMF (Dimethyl formamide) anhydre en presence 
d'un exces de carbonate de potassium (33,00 mmol). Apres 

15 addition sous argon de 1-bromopent - 4 -ene (18,37 mmol) et une 
incubation de trois heures sous agitation a temperature 
ambiante, les sels mineraux sont filtres sur celite et la DMF 
est evaporee . Un residu marron est obtenu et lave a 1 1 hexane 
puis a 1 ' ether ethylique. Le produit est ensuite purifie par 

20 chromatographie sur colonne de silice (eluant: CH 2 Cl 2 /CH 3 OH - 

95/5 (v/v) puis 90/10 (v/v) ) . Le nucleotide de depart ainsi obtenu 
est caracterise par les methodes spect roscopiques usuelles. 

Synthese chimique d'un polynucleotide pref onctionnalise : 
25 Dans un premier temps, le nucleoside synthetise 

precedemment est incorpore dans un oligonucleotide. A cet effet, 
un synthon phosphoramidi te (39) correspondant au nucleoside de 
depart, protege, a ete prepare selon la strategie decrite par A. 
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J. ROGERS dans "Oligonucleotide synthesis" (1984), p23-34, M.J. 
GAIT Ed., IRL Press, Oxford. 




iPr 

5 Bz = Benzoyl 

DMT = dimethoxytrityl 

L'amine exocyclique de 1 ' adenine est protegee par un 
groupement benzoyle, I'hydroxyle en 5' est proteg<§ par le 
10 dim£thoxytrityle et I'hydroxyle en 3' par le groupement N,N- 
diisopropyl - 2 -cyano^thylphosphoramidi te . 

Le polynucleotide 5 ' CGCACLCACGC 3', dans lequel L est 
la 2 1 -d€soxy-8- (pent£nyl) - thioad<§nosine ( a <§te synthetise sur un 

15 appareil Milligen/Biosearch 8700 selon la methode au 
phosphoramidite par voie automatique conformement au protocole 
propose par le constructeur . 

La purification du polynucleotide synthetise est 
r6alis<§e par HPLC en phase inverse (colonne semi -preparative 

20 Macherey Nagel 10 mm x 25 cm; C18; 5 porosite; <§luant : 

gradient de 20 min de 0 a 30% d ' ac<§toni tri le en melange avec une 
solution aqueuse d' acetate d' ammonium 0,1 M a pH 6). Les 
fractions contenant le polynucleotide sont collec~ees et 
lyophilis€es . 

25 Apres traitement de 1'oligonucleotide par de l'acide 

ac<§tique (80% dans l'eau) pendant lOmin a temperature ambiante, 
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la position 5* du polynucleotide est detritylee puis isoie apres 
extraction a 1* ether. 

Dans un second temps, le nucleotide L incorpore a 
5 I'etape pr^cedente est active de fa^on a obtenir le 
polynucleotide diol 5 ' CGCACMCACGC 3', dans leguel 




10 340 nmol de polynucleotide 5 ' CGCACLCACGC 3' sont 

traites avec une solution composee de 170 nl de tetroxyde 
d'osmium 0,02%, 2 /il de N-methylmorphol ine -N- oxyde et de 2 /-il de 
H 2°2 3 *- Apres une incubation d'une nuit a temperature ambiante , 

le polynucleotide 5 » CGCACMCACGC 3' est pur i fie par HPLC selon 
15 les conditions decrites precedeinment . 

Enfin, le polynucleotide aldehyde 5 • CGCACNCACGC 3' 
dans lequel 




O 

20 est obtenu en ajoutant a l'obscurite 200 fil du 

metaperiodate de sodium 54 fiM a 200 ^1 d'une solution aqueuse 
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110 nM d* oligonucleotide diol 5 ' CGCACMCACGC 3'. Apres 15 min, le 
polynucleotide aldehyde 5 ■ CGCACNCACGC 3' est purifie par HPLC 
(colonne semi -preparative Macherey Nagel 10 mm x 25 cm; C18; 7 
j*m de porosit£; eiuant : gradient de 2 0 min de 0 £ 3 0% de 
5 methanol en melange avec une solution aqueuse de 
dihydrog£nophosphate de sodium 2 0mM a pH6) . 

EXEMPLE 20 : Marquage du polynucleotide 
10 prefonctionnalise obtenu a l'exemple 19 : 

La reaction de marquage est realisee a 1 1 aide du 
reactif (40) consistant en un noyau dansyle comme groupement 
fonctionnel fluorescent li<§ par 1 • intermediaire d ' une chaine 
15 diethylene glycol a une fonction oxyamme (nucleophile) . Ce 
reactif a ete prepare selon la methode decrite D. BOUTURYN et 
al. Dans Tetrahedron, 1997, 53, 5485-5492. 




20 La reaction de marquage est realisee dans I'eau en 

presence d ' un leger exces de reactif (4 0) (1,5 equivalent) par 
rapport a 1 ' oligonucleotide . Le suivi de la reaction par HPLC 
indique une disparition rapide des produitis de depart et la 
formation d'un nouveau produit correspondant au polynucleotide 

25 f onctionnalise (41) . L' analyse du spectre de RMN du proton 
confirme par ailleurs l'accrochage du marqueur dansyle. 
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N-O 



s 



o 

NH 



o=s=o 




EXEMPLE 21 : Synthese enzyma tique d'un polynucleotide 
pref onctionnalise par transcription. 



10 



Synthese du nucleotide pref onctionnalise : 2'-desoxy-8- 
(butanal) -thioadenosine-5 1 triphosphate (43) : 

Cette synthese est realisee en utilisant le 2 ' -desoxy- 
8- (pentenyl) - thioadenosine (38) (voir Exemple 19). Le nucleotide 
de depart (42) est obtenu selon la methode decrite par J. LUDWIG 
et F. ECKSTEIN dans J. Org. Chem. , 1989, 54, 631-635. 



■r 

o 



HO-P-O-P-O-P-O 
3Na* 



9 
O 




Les etapes d'oxydation necessaires a l'obtention du 
15 nucleotide pr£f onctionnalise 43 sont realisees comme indique 
dans 1' Exemple 19 : 



Incorporat ion 
pr6f onctionnalise (43) : 



enzyma tique 



du 



nucleotide 
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a) Preparation de la matrice ADN portant un protnoteur 

Une PCR est r£alis£e sur le gene HIVgag port£ dans un 
5 plasmide pGEM lin£aris€, en utilisant un primer classique, et 
une amorce portant la sequence sens d'un promoteur pour 1'ARN 
polymerase du phage T7 en amont d'une sequence d' amorce 
classique . 

Sequence des amorces : 
10 Amorce classique (n° 4014) 

5 1 - AGTGGGGGGACAT CAAGC AGC C ATG C AAA 3 ' 
Amorce promoteur (n°4 003 ) : 

5 ' AATTCTAATACGACTCACTATAGGGTGCTATGTCACTTCCCCTTGGTTCTCTCA - 3 ' 

On obtient un produit de 158 paires de bases, qui est 
15 purif x€ par extraction phenol /chloro forme et passage sur 
microcon 30. 

b) Reaction de transcription : " 

Les reactions de transcription sont realisees en tubes 

20 Eppendorf dans un volume final de 25 ^1, dans un tampon 40 mM de 

Tris/HCl, pH 8,1, 20 mM de MgCl 2 , 5 mM de Dithiotreitol , 1 mM de 

spermidine, 8% de polyethylene glycol, 0,01% de Triton X 100, 50 
Mg/ml de d'albumine de serum bovin. Le nucleotide 
prefonctionnalise (43) et les quatre ribonucleotides <CTP, GTP, 

25 ATP, UTP) sont ajout£s respect ivement a la concentration de 
1,33 mM et 4 mM chacun. La matrice PCR est ajoutee a la 
concentration de 10 9 copies/jil, et 1 ' ARN polymerase du phage T7 
(Demande de brevet FR 97 04166) a la concentration de 1 u/jil . La 
reaction est incubee durant 60 min a 37°C. 0,5 u//il de DNAse 1 

3 0 sont ajoutes au milieu afin de detruire la matrice ADN. 
L'echantillon est incube a 37°C continue pendant 15 min. Les ARN 
obtenus sont purifies par un passage sur Sephadex G50 . 

En parallele, un premier controle est effectue avec 
une reaction sans addition de T7 ARN polymerase . Un second 

35 controle est realise sans nucleotide active, comme temoin de la 
transcription. 
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Les produits de transcription purifies sont marquis 
selon le mode experimental decrit a 1 1 Exemple 2 et visualises 
sous lampe ultra violette apr£s migration eiectrophoretique en 
gel d r agarose. 

5 

EXEMPLE 22 : Synthase d'un polynucleotide 
pref onctionnalise au cours d'une reaction d 1 amplification TMA. 

Pour permettre le marguage intense des produits 
10 d' amplification TMA, on incorpore des nucleotides 
pr£fonctionnalis6s 27a (CTP- (N4 ) -C 6 0 2 -NH 2 ) , 27b (CTP- (N4 ) -C4 - 
NH 2 ) , 32 (CTP- (N4) -C 6 -0NH 2 ) / dans les amplicons. Des reactions 
d' amplification sont menees en parallele en presence d'un 
nucleotide marque portant une f luoresceine, l'UTP-12- 
15 f luoresceine (Boerhinger, ref 1 427 857. 

Les nucleotides pr£f onctionnalises 27a, 27b, 32, et 
a titre de comparaison, le nucleotide marque de Boerhinger, 
ref 1 427 857, sont testes pour leur incorporation dans les 
produits de la reaction d' amplification TMA, selon les kits 

20 Gen-Probe amplified ™ MTD2 (amplified Mycobacterium 
tuberculosis direct test) . Cette reaction permet 
1 ' amplification d'un fragment de 13 6 bases de 1 ' ARN 16S des 
wycobacteries . Elle utilise quatre activites enzymatiques (ARN 
polymerase ADN dependante, ADN polymerase ADN dependante, ADN 

2 5 polymerase ARN dependante, et ribonucleaseH) et deux enzymes, 
la T7 ARN polymerase, et la transcriptase inverse AMV. Par des 
reactions recurrentes impliguant des etapes de transcription, 
de reverse transcription, et de digestion de l'ARN contemi 
dans les double brin ADN : ARN , qui ressemblent a un cycle de 

30 replication des virus a ARN, cette reaction permet 
1 ' amplification specif ique d'une sequence d'acide nucieique 
reconnue par deux amorces (une amorce simple et une amorce 
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contenant le promoteur de la T7 ARN polymerase) . Le facteur 
d' amplification est tres important (10 9 ) et la sensibility 
tres bonne (1 a 10 copies) . Les produits obtenus sont pour 90% 
des ARN simple brin, et pour 10% des ADN double brin. 

5 On realise les reactions d' amplification a partir de 

10 6 copies d'ARN 16S de Mycobacterium tuberculosis . Cet ARN 
cible est prealablement obtenu et quantifie selon la methode 
suivante: le gene de l'ARN 16S est clone dans un plasmide, 
sous le controle d'un promoteur. Par transcription in vitro, 
10 on obtient l'ARN 16S. Celui ci est purifie par extraction au 
phenol -chlorof orme, et filtration sur microcon 30 ™ (Amicon) . 
II est dos6 par son absorption a 260 nm. 

Les reactions TMA classiques contiennent 4 mM de 
chacun des rNTP naturels (ATP , CTP, GTP et UTP) . Pour 

15 1' incorporation des nucleotides pref onct ionnal ises dans les 
produits d' amplification, la reaction est effectuee en 
incluant un de ces nucleotides modifies dans le tampon 
reactionnel. On 6tudie la reaction en presence de differents 
rapports de concentrations entre le nucleotide modifie et le 

20 nucleotide naturel, tout en gardant a 4 mM la concentration 
totale de chaque nucleotide de la meme serie, modifie ou 
naturel. Les rapports Studies sont 0 % , 10 % , 30 % , 50 % et 70 
% (sauf pour l'UTP-f luoresceine, pour lequel on n'a pas pu 
tester 70 %) . On effectue un controle negatif, consistant en 

2 5 une reaction comportant tous les react if s, dont le plus haut 
rapport de nucleotides modifies utilise (70 ou 50 %) , sauf les 
enzymes (remplacees par le tampon de reprise des enzymes 
lyophilisees) . 

Les reactions d' amplification sont analysees par 
30 electrophorese de 5 fil de reaction sur gel de polyacrylamide 
denaturant (6% acrylamide, 7M uree , IX TBE , appareil 
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d' eiectrophorese bioRad, 170 volts, 45 minutes) et coloration 
au bromure d'ethidium, puis par Northern. Les acides 
nucleiques sont transfers sur membrane (Nylon N , appareil de 
transfert semi -sec de bioRad, 0,5 X TBE, 25V, 15 minutes) et 
5 hybrid£s avec des sondes nucleiques sp^cifiques de 
Mycobacterium tuberculosis : 

(sequence : 5 ' - CGGGATGCATGTCTTGTGGT ) 

marquees a la p§roxydase (preincubation a 3 7°C durant 3 0 
minutes en PEG, puis incubation a 37°C durant lheure en 
10 presence de PEG contenant 0,1 ng//il de sonde p^roxydase) . La 
r^v^lation est colorimetrique (substrat Diaminobenzidine , 
Sigma) . 

Pour les reactions contenant le nucleotide 
fluorescent (UTP-12-f luoresceine) , on visualise aussi les 
15 produits d' amplification sur gel avant coloration au bromure 
d'ethidium par excitation de la f luoresceine sur une table 
ultraviolet. 

Pour toutes les reactions, y compris celles incluant 
les nucleotides pref onctionnalises , on visualise apres 
20 coloration au bromure d'ethidium les produits d' amplif ication 
attendus, en grande quantite. Apres Northern, ces produits 
s'hybrident avec la sonde specif ique. 

EXEMPLE 23 : Analyse des rendements d' incorporation 
2 5 dans les produits d ■ amplif ication TMA. 

Pour evaluer la pref onctionnalisat ion des amplicons 
obtenus en presence des nucleotides pref onctionnalises 27a 
(CTP- (N4) -C 6 0 2 -NH 2 ) , 27b (CTP- (N4) -C„-NH 2 ) , et a titre de 
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comparaison, du nucleotide marque UTP-12-f luoresceine 
(Boerhinger, ref 1 427 857) , on determine le rapport entre le 
nucleotide pr£f onctionnalise incorpore , et le nucleotide 
naturel analogue . 

5 Les produits d' amplification obtenus lors de la 

realisation de l'exemple 22 sont s£par£s des nucleotides en 
excds dans la reaction par filtration sur Microcon 30 ™ (de 
chez Amicon) , et repris dans 50 jzl d'eau. Pour 1 ' amplification 
en presence d' UTP-12-f luoresceine, la purification est 
10 effectuee sur sephadex G50 (absorption de la f luoresceine sur 
Microcon) . 

lis sont ensuite doses pour leur absorption a 260 nm 
(le controle sans enzyme doit avoir une concentration tres 
faible) . 

15 Pour les reactions d' amplification incluant les 

nucleotides pref onctionalises (et leurs controles) , on procede 
ensuite a une etape de digestion des acides nucleiques 
jusgu' au stade nucleoside : 

5 10 14 copies de produits d ' amplification (environ 35 
20 /*g) sont dilues dans un volume final de 86 jul d'eau (pour le 
contrCle sans enzyme, un volume egal au volume d' echantillon 
le plus important est utilise) . On rajoute 10 m1 de tampon 10X 
pour la nuclease PI (tampon CH3COONa pH 5,3, 3 00mM, 1 mM 
ZnS04) et 4 \il de nuclease PI (Boerhinger, ref 236225, 1/xg/^l, 
25 0,3u//il) . La reaction est incubee It 37 °C durant 30 minutes. 
On ajoute ensuite 12 fxl de tampon 10X pour la phosphatase 
alcaline (Boerhinger, ref 1246283) et 1 fxl de phosphatase 
alcaline (Boerhinger, ref 713023, l\J/iil) f et 1 ' incubation £ 
37°C est continuee durant 15 minutes. La reaction est arretee 
3 0 dans la glace. 
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La composition en nucleosides est alors determine 
par analyse sur chromatographie liquide haute pression (HPLC, 
Beckman, systdme Gold) , et par comparaison a des standards 
nucleosides (injection de 50 ng de chague nucleoside) . On 
5 injecte 20 jil de la digestion sur colonne C18 (Ultra^phere) , 
chauff6e a 45°C. La separation est effectuee en tampon sodium 
phosphate 50 mM pH 7, comportant un gradient de methanol (au 
bout de 10 minutes, passage en 15 minutes de 0% a 30% de 
methanol a 95%) . Les pics sont visualises par absorption a 254 
10 nm, et les aires des pics sont calculees par integration. 

Le rapport entre l'aire du pic du nucleotide 
prefonctionnalise, et celui de son analogue naturel permet de 
determiner le rendement d' incorporation, c'est a dire le 
rapport entre la quantite de nucleotide prefonctionnalise 
15 incorpore et la quantite totale de nucleotide de la meme serie 
incorporee . 

Le contrdle sans enzyme ne doit pas donner lieu a 
1' apparition de pic. Ce controle temoigne de la bonne 
efficacite de 1 ' etape d' elimination des nucleotides en exces . 

20 Pour les reactions d' amplification incluant 1'UTP- 

f luoresceine, la quantite de nucleotide fluoresceine incorpore 
est mesuree par l'intensite de fluorescence : la lecture de 
l'intensite de fluorescence d'une gamme etalon de fluoresceine 
est effectuee sur un spectrof luorimetre Perkin LS 50. 

25 L'intensite de fluorescence des differentes reactions 
d' amplification est mesuree. Par comparaison avec la courbe 
d' etalonnage, on determine la quantite de fluoresceine 
incorporee. On calcule le rendement d' incorporation par 
rapport a la concentration en ampl icons mesuree par absorption 

30 a 260 nm. 
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L' analyse HPLC permet de sparer les huit 

nucleosides naturels, ainsi que les trois nucleosides 

analogues aux trois nucleotides pref onctionnalises testes. 

Les resultats, presentes dans le tableau ci-dessous 
5 montrent que tous les nucleotides CTP pref onctionnalises 
etudies ont un meilleur rendement d' incorporation dans les 
produits d' amplification TMA que 1 ' UTP- 12 -f luoresceine , 
nucleotide marque classiquement utilise. 



% [nucl -pref one tionnalise] / 
[nucl. naturel] 


70 


50 


30 


10 


0 


27a (CTP- (N4) -C602-NH2) /CTP naturel 


1/3 


1/5 


1/9 


1/33 


0 


27b (CTP- (N4) -C4-NH2) /CTP naturel 


1/6 


1/15 


1/48 


ND 


0 


Boerhinger, ref 1 427 857 n 
(UTP - 12 -f luoresceine) / CTP naturel 


ND 


1/30 


1/45 


1/200 


0 



10 



ND ; non determine. Nucl, : nucleotide 



15 



Ces resultats montrent que la pref onct ionnalisation 
du nucleotide CTP permet une meilleure incorporation que le 
marquage avec une f luoresceine . La tres bonne 
pref onctionnalisation des amplicons permet d'obtenir, apres 
fonctionnalisation, un marquage plus intense qu' avec le 
nucleotide f luoresceine . 



20 



De meme, d'autres f onct ions reactives intoduites sur 
la position N4 de la cytidine, telle que la fonction oxyamine 
du nucleotide 32, permettent 
d 1 incorporation . 



un meilleur rendement 
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EXEMPLE 24: Analyse de 1' impact de 1 1 incorporation 
des nucleotides prSf onctionnalises sur la sensibilite TMA. 

Pour etudier la sensibility de la TMA incluant 
5 1 ' incorporation de nucleotides pref onctionnalises , on a 
effectue la TMA a partir de quantites d^croissantes de cible 
(ARN 16 S de Mycobacterium tuberculosis, decrit dans l'exemple 
22) (10 000, 1 000, 100, 10 et 0 copies), en presence de 
differents rapports entre le nucleotide pref onctionnalise et 
10 son analogue naturel (100%, 70%, 50% 30% 10% 0%) . Les memes 
nucleotides pref onctionnalises sont testes, 27a (CTP-(N4)- 
C 6 0 2 -NH 2 ) , 27b (CTP- (N4) -C 4 -NH 2 ) . 

Les produits reactionnels sont etudies entre autre 
par la methode decrite dans l'exemple 22. 

15 Les produits reactionnels sont aussi analyses de 

fagon semi -quantitative par ELOSA (PCT WO 92/19812) , et 
comparaison de l'intensite des signaux avec ceux de gammes 
etalons . 

Les reactions effectuees en presence de 
20 nucleotide (s) pref onctionnalise (s) sont analyses par 
eiectrophorese et . coloration, Northern, et ELOSA. Les 
resultats obtenus en ELOSA, qui sont representatif s des 
differentes methodes analytiques utilisees, sont representes 
aux figures 4 et 5. Quelque soit le nucleotide 
25 prefonctionnalise utilise (27a, 27b) on peut determiner une 
concentration en nucleotide (s ) pref onctionnalise (s) telle que 
la sensibilite de la reaction TMA ne soit pas affectee de 
maniere significative, meme avec un tres faible nombre de 
copies de cible initiale. Comme cela ressort plus 
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specif iquement de la figure 5 annexee le nucleotide 27b peut 
remplacer le nucleotide naturel . 

EXENPIiS 25 : Marquage dee ampl icons 

5 pr£f onctionnalises : 

Lies amplicons pref onctionnalises obtenus par la 
methode utilisee lors de la realisation de l'exemple 22 f en 
presence du nucleotide pref onctionalise , 27b (CTP- (N4 ) -C4 - 
NH2) , sont marques par une reaction chimique de couplage entre 

10 la fonction nucieophile portee par les amplicons et amenee par 
les nucleotides pref onctionnalises incorpores, et une fonction 
anti -reactive eiectrophile prealablement coupiee a la 
f luoresceine . Le marquage ainsi obtenu est compare a celui 
obtenu en presence du nucleotide marque UTP-12-f luoresceine 

15 (Boerhinger, ref 1 427 857) . 

Les amplicons sont obtenus par la methode decrite 
dans l'exemple 22 a partir de 10 6 copies de cible ARK 16S de 
Mycobacterium tuberculosis, et en presence de 50% de 
nucleotide pref onctionalise 27b. 

2 0 Les amplicons obtenus sont couples a la 

f luoresceine-NHS (Boerhinger 8370042128), selon la methode 
suivante : 30 \i\ de produits d' amplification TMA sont melanges 
avec 30 til de tampon carbonate 0,2M, NaCl 0,15 M, £ pH8,8, et 
40 fil (environ 200 equivalents) de fluoresceine NHS (3,5 mg/ml 

25 en DMSO) . Apres agitation durant une heure a temperature 
ambiante, le marquage est analyse. 

Les amplicons marques (15 \xl ) sont analyses par 
eiectrophorese sur gel comme decrit dans l'exemple 22, et 
visualises sous ultraviolet, avant et aprds coloration au 
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bromure d'ethidium. Les profils sont compares avec ceux 
obtenus par marquage en presence de 50 % d'UTP-12- 
f luoresceine . 

Les signaux obtenus sans coloration sont plus 
5 intenses que ceux obtenus par marquage direct a la 
f luoresceine . En utilisant la fonction oxyamine telle que 
portee par le nucleotide 32, un resultat aussi bon sera 
possible apres couplage avec le fluorophore 36. La r^activite 
du couple oxyamine aldehyde permet des temps de couplage 
10 reduits comme montre dans 1 ' exemple 20. 
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REVINDICATIONS 

1/ Procede d • amplification d'une sequence d'un acide 
nucieique cible, selon lequel : 
5 - on dispose au moins : de la sequence d'un acide 

nucieique cible, d'au moins une amorce oligonucleotidique 
specif ique de la sequence cible, d'une ou plusieurs activites 
enzymatiques , de nucleotides, 

- on amplifie, dans des conditions adaptees notamment 
10 a 1* activity ou les activites enzymat iques , la sequence cible, 

caracterise en ce qu 1 au moins un des nucleotides est 
un nucleotide prefonctionnalise, differant des autres 
nucleotides au moins par la presence d'au moins une fonction 
reactive de covalence, non protegee, disposee en au moins un 
15 site predetermine de la base dudit nucleotide, et en ce qu 1 on 
obtient un produit d 1 amplification pref onctionnal ise comprenant 
au moins undit nucleotide pref onctionnal ise . 

2/ Procede selon la revendica t ion 1, caracterise en ce 
qu'en outre : 

20 - on dispose d'un reactif comprenant une fonction 

ant i -reactive de covalence, specif ique de la fonction reactive 
du nucleotide pref onctionnalise , et un groupement fonctionnel, 
et 

- on fait r£agir., directement ou indirectement, le 
25 produit d ' amplification pref onctionnalise , avec le reactif, pour 

obtenir un produit d' amplification f onctionnalise . 

3/ Procede selon la revendicat ion 1, caracterise en ce 
que la fonction reactive de covalence du nucleotide 
prefonctionnalise est une fonction chimique organique 
30 eiectrophile ou nucleophile. 

4/ Procede selon la revendicat ion 2 et 3 , caracterise 
en ce que la fonction ant i -react ive du reactif est choisie parmi 
(i) les fonctions chimiques organiques nucieophiles si la 
fonction reactive de covalence du nucleotide prefonctionnalise 
35 est une fonction eiectrophile, et (ii) 3 es tonctions chimiques 
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organiques 61ectrophiles si la fonction reactive de covalence du 
nucleotide pr6f onctionnalis6 est une fonction nucl€ophile. 

5/ Proc§d€ selon la revendication 3 ou 4 , caract£ris6 
en ce que la fonction chimigue organique 61ectrophile est 
5 choisie parmi lee fonctions aldehyde, ester activ6, acide 
carboxylique, isothiocyanate , d6riv6s haloacyles et chlorure de 
sulf onyle . 

6/ Proc£d6 selon la revendication 3 ou 4 , caract6ris£ 
en ce que la fonction chimique organique nucl6ophile est choisie 
10 parmi les fonctions amine, thiol, oxyamine, alkoxyamine, 
hydrazine et hydra zide. 

7/ Proc£de selon la revendication 6, caracteris§ en ce 
que la fonction reactive de covalence est la fonction 
m£thoxyamine . 

15 8/ Proc6d6 selon l'une quelconque des revendi cat ions 

pr£cedentes, caract6ris6 en ce que la fonction reactive de 
covalence du nucleotide modifi£ est greff^e sur la base par 
1 ■ interm€diaire d'un bras de couplage. 

9/ Proc£dds selon l'une quelconque des revendicat ions 2 

20 a 8, caract6ris£ en ce que la fonction anti -reactive de 
covalence du r^actif est greff^e sur le groupement fonctionnel 
par 1 1 interm6diaire d'un bras de couplage. 

10/ Proc6d6 selon la revendication 8 et/ou 9, 
caract6ris6 en ce que le bras de couplage est choisi parmi les 

2 5 cha£nes hydrocarbon6es , satur^es ou insaturSes, 6ventuellement 

interrompues par des fonctions amine, amide et oxy . 

11/ Proc6d£ selon la revendication 7 ou 9, caracterise 
en ce que la fonction ant i -reactive de covalence du r£actif est 
la fonction aldehyde, et cette derniere est li£e a un groupement 

3 0 fonctionnel de marquage tel qu'un groupement fluorescent ou 

luminescent . 

12/ Proc6d£ selon les revendicat ions 9 et 13 , 
caract£ris£ en ce la fonction aldehyde est li6e au groupement 
fonctionnel par le bras de couplage -NH-CS-NH- (CH 2 ) 3 - et en ce 

35 que le groupement fonctionnel du r^actif est la f luoresc£ine . 
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13/ Procede selon 1 ' une quelcongue des revendications 
pr§c6dentes, caract6ris6 en ce que le produit d ' ampl i f icat ion 
f onct ionnalise marque, est detecte qualitat ivement et/ou 
quant i tat ivement en phase homogdne ou h^terogdne . 
5 14/ Procede selon l'une quelconque des revendications 

precedences, caracterise en ce que la sequence d'acide nucieique 
cible est une sequence d 1 ADN ou d'ARN et en ce que les activites 
enzymatiques comprennent les activites ADN polymerase ARN- et/ou 
ADN-dependantes . 

10 15/ Procede selon la revendication 14, caracterise en 

ce que les activites enzymatiques comprennent en outre 
1'activite ribonuclease H et l 1 activity ARN polymerase ADN- 
dependante, et en ce qu'on amplifie selon une suite de reactions 
de transcription inverse,. de transcription et de digestion. 

15 16/ Procede selon la revendication 15, caracterise en 

ce que les activites enzymatiques ribonuclease H et ADN 
polymerase sont apportees par une seule enzyme. 

17/ Procede selon la revendication 15, caracterise en 
ce que les activites enzymatiques ribonuclease H et ADN 

20 polymerase sont apportees chacune par une enzyme differente. 

18/ Analogue de nucleotide, pref onctionnalise 
susceptible d'etre soumis cl un traitement enzymatique, repondant 
a la formule generale (I) 




dans laquelle 

B represente une base nucieique, 
Z represente un bras de couplage, 
30 n est un entier egal a 0 ou 1 , 

X represente une fonction reactive de covalence fix£e 
sur au moins un site de la base nucieique B, 



FEUTLLE RECTIFIEE (REGLE 91) 
ISA/EP 



WO 98/05766 



PCT/FR97/0144S 



57 

R 1 represente H ou OH, 

R 2 represente H, OH, un groupement mono-, di- ou tri- 
phosphate ou un groupement protecteur, 

R 3 represent e H, un groupement protecteur, ou un 
5 groupement mono-, di- ou tri -phosphate . 

19/ Analogue de nucleotide selon la revendication 18, 
caracterise en ce que R 1 et R 2 repr^sentent independamment l'un 
de 1' autre chacun H ou OH , et R3 represente un groupement mono-, 
di- ou tri -phosphate . 
10 20/ Nucleotide pr6f onctionnalise susceptible d'etre 

soumis a un traitement enzymatique, dont la base nucieique est 
d6rivee de la cytosine et comporte, ,au moins sur la - f onction 
amin£e en position 4 du cycle pyrimidique, au moins une f onction 
reactive de covalence nucl6ophile, non protegee, et 
15 n* inf luengant pas, de maniere significative, le traitement 
enzymatique dudit nucleotide, caracterise en ce que la f onction 
reactive de covalence est choisie parmi les fonctions NH 2 1 O- 

^2, SH, hydrazine et hydra z i de ■ 

21/ Nucleotide selon la revendication 20, caracterise 

2 0 en ce que la f onction reactive de covalence est liee a ladite 
fonction aminde en position 4 du cycle pyrimidique par 
1 ■ intermediaire d'un bras de couplage choisi parmi (-CH 2 -)n 1 , (- 
0-CH2~) n l dans lequel n x est un entier compris entre 1 et 12 ; 
(-CH 2 -0-CH 2 -)n 2 , (-CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -) n 2 , ( -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -0- 

25 CH 2 -CH 2 -)n 2 , ( -CH 2 -0-CH 2 ~CH 2 - ) n 2 , dans lequel n 2 est Un entier 
compris entre 1 et 6 ; et NH — CH 2 -0-CH 2 -CH 2 . 

22/ Nucleotide selon la revendication 21, caracterise 
en ce que le bras de couplage est choisi parmi -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 - 
, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 § - 
30 CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 - , et NH — CH 2 -0- 
CH 2 -CH 2 . 

23/ Nucleotide pref onct ionnal ise susceptible d'etre 
soumis a un traitement enzymatique, dont la base est derivee de 
1 'uracile et comporte au moins sur la position 5 du cycle 
35 pyrimidique, au moins une fonction reactive de covalence 
nucieophile, non protegee, et n ' inf luengant pas, de maniere 
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significative, le traitement enzymatique, caract6ris6 en ce que 
la fonction reactive de covalence est choisie parmi les 
fonctions -NH 2/ -0-NH 2 , S H, hydrazine et hydrazide- 

24/ Nucleotide selon la revendication 23, caracterise 
5 en ce que la fonction reactive de covalence est liee a la 
position 5 du cycle pyrimidique par 1 ' intermediaire d'un bras de 
couplage choisi parmi -C=C-CH 2 -, -C=C-CH 2 -NH-CO-CH 2 - , -CH=CH- 
CH 2 - et -CHr=CH-CH 2 -NH-CO-CH 2 - . 

25/ Nucleotide pref onctionnalise susceptible d'etre 

10 soumis a un traitement enzymatique, dont la base est d6riv£e de 
1' adenine et comporte au moins sur la fonction amin£e en 
position 6 du cycle pyrimidique , au moins une fonction reactive 
de covalence nucieophile, non protegee, et n 1 inf luencant pas, de 
maniere significative, le traitement enzymatique, caracterise en 

15 ce que la fonction reactive de covalence est choisie parmi les 
fonctions NH 2 f CH 2 -0-NH 2 , SH/ hydrazine et hydrazide • 

26/ Nucleotide selon la revendication 25, caracterise 
en ce que la fonction reactive de covalence est liee a ladite 
fonction amin6e en position 6 du cycle pyrimidique par 

2 0 1 1 intermediaire d'un bras de couplage choisi parmi (-CH 2 -)n x , (- 
0-CH 2 -)n 1 dans lequel n x est un entier compris entre 1 et 12 ; 
(-CH 2 -0~CH 2 -)n 2 , (-aK 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -)n 2 , ( -CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH2 -O- 
CH 2 -CH 2 -)n 2 , (-CH 2 -0-CH 2 -CH2--)n2 , dans lequel n 2 est un entier 
compris entre l et 6 ; et NH — CH2-O-CH2 -CH 2 . 

25 27/ Nucleotide selon la revendication 26, dans lequel 

le bras de couplage est choisi parmi -CH 2 - , -CH 2 -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 - 
CH 2 -, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 , -CH 2 -CH 2 ~0- 
CH 2 -CH 2 -, -CH 2 -CH 2 -O-CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -, et NH — CH 2 -0-CH 2 -CH 2 . 

28/ Utilisation d'un nucleotide selon 1 1 une quelconque 

30 des revendications 12 a 27, dans un traitement enzymatique 
d ' amplification . 
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